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－ m O n Opho sphate くcyclic A M Pl 依存性蛋白リ ン
酸化酵素の イ ヌ 心筋 に お ける 酵素学的性質を検討 した ． イ ヌ 心 筋の ホ モ ジ ェ ネ ー トを 29
，
000Xg で 20分
遠心 し， そ の上 清を硫安分画 して 酵素標晶 と し た． 蛋白リ ン 酸化酵素活性の 至 適 pH は 6句 7 で， 特性 に は
二 価の 金属イ オ ン を必要と し， マ グ ネ シ ウム が最も有効で あ っ た ． その km 値 は0．7 mM で ， CyClic A M P
添加の 有無 で 差を認 めな か っ た ． ヒ ス ト ン の リ ン 酸化に 対す る cyclic AMP の みか けの km 借は 30nM で
5 X l O
一 色M で 3倍 の 酵素活性の 上 昇が み られ たの に 対し， CyClic A M P以外の 他の ヌ ク レ オ シ ド で は
5 X lO－6M で cyclic A M Pに 近い 活性 を示 した． 基質 で あ る ヒ ス ト ン ， ア デ ノ シ ン三 リ ン 酸の km 値は そ
れ ぞれ 100JLglml， 20JLM で， CyClic A M Pの 添加の 有無 で差 を認め なか っ た ． ヒ ス トン 以外の 基質と し
て プ ロ タ ミ ン を使用 した場合に は cyclic A M P依存性活性は ヒ ス トン の 114 で あ っ た ． D E A Eセ ル ロ ー ズ
カ ラム ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー で 蛋白 リ ン 酸化酵素は溶出塩漬度の 違い に よ りタイ プ 王 とタイ プ工1の アイ ソ ザ
イ ム に 分離す る こ とが 知られ て い るが ， イ ヌ 心 筋蛋白 リ ン酸化酵素は 0．1 ル 0．2 Mの 高い 塩濃度で溶出し，
タイ プII である こ とが 明 らか と な っ た ． 以上 よ りイ ヌ 心筋 cyclic A M P依存性蛋白 リ ン酸化酵素の 性質は
他の 動物心の それ と類似し， そ の アイ ソ ザイ ム の 型 は ヒ ト， ウ シ な どの 大動物心 と 一 致 した．
Key w ords 心筋 cyclic A M P依存性蛋白リ ン酸化酵素， 基質， M icha elis定数くKmう，
蛋白リ ン酸化酵素アイ ソザイ ム ．
Cycljc ade n o sin e 3，， 5，一 m O n OPho sphate くcyclic
A M Pl依存性蛋白 リ ン 酸化酵素は種々 の 蛋 白 をリ ン 酸
化する 酵素 で ， CyClic A M Pに よ っ て 著明 に 活性が 上
昇する． リ ン 酸化 をう け るの は蛋 白質の セ リ ン ま たは
ス レ オ ニ ン 残基 と い わ れ て い る ． 本酵 素は生理 的濃度
の cyclic A M Pに よ っ て賦 宿され ， 広 く動物組織 に存
在する こと か ら cyclic A M Pに よる ホ ル モ ン効果 は大
部分本酵素の 活性化を通 じて発 現 す る こと が 示唆さ れ
てきた り ． そ して その 活性化反応 は次式の 如 く， 蛋 白リ
ン酸 化酵素 の ホ ロ 酵 素の s ubu nit の 一 方 の regur a，
to rys ubu nitくRlに cyclic A M P が結合す る と， C atal－
ytic subu nitくClが遊離 す るた め に お こ る こ と が 確認
され て い る2拗 ．
R C＋cyclic A M P2 R．cyclic A M P＋C
心 筋組織に お い て も本酵素は cyclic A M Pの 標的酵
素と して ， 種 々 の 動物心 に 存在す る こ とは 証明さ れ て
い る が3 ト5I， イ ヌ 心 筋の 本酵素 に つ い ての 知見は 乏 し
い
． そ こ で著者 はイ ヌ を用 い た cyclic A M P を介す る
ホ ル モ ン の モ デル 実験の 基 礎的検討と して イ ヌ 心 筋に
お ける本酵素の 酵素学的性質 を検討 した．
A bbre viatio ns ニA T P， ade n o sine tripho sphateニ C， C atalytic subu nit of pr otein kin aseニ
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ま た蛋白 リ ン嘩イヒ酵素 に は アイ ソ ザ イ ム が存在し，
D EA Eセ ル ロ ー ズカ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー で 溶 出
塩濃度の 遠 い に よ りタ イ プ工 と H の アイソ ザイ ム に 分
離さ れ， 種々 の 性質が 異な る こ と が判明 して い る引 ． そ
こ でイ ヌ 心筋の 本酵素の アイ ソ ザ イ ム パ タ ー ン に つ い
て も検討 を加 えた ．
材料お よ び方 法
1 ． イ ヌ JL一筋 cyclic A M P依存性蛋白リ ン 酸化酵素
の 調製
雑種成犬 をベ ン トパ ル ビタ ー ル 麻酔 で開胸後， 直ち
に 心臓 を摘出 し， 心 房， 小 血 管を除 い た心 室筋 を重量
1g 当 た り 5 倍 の 5m M リ ン 酸 カ リ ウ ム ， 2m M
E D T AくpH 7．Ol で ， 4
0
C下 2分間ワ ー リ ン グ ブ レ ン
ダ ー を用 い て粉砕 した ． 29，000X g で 20分間遠心 して
得 た上 清に 15m gノ山 の 硫酸 プ ロ タ ミ ン を添加 し， 10
分間捷拝後遠心 した． 次に そ の 上 清に 32g川l の硫酸
ア ン モ ニ ウム を加 え，30分擾拝後遠心 した． 沈澄を 100
倍量の 5 mM リン 酸 カ リ ウ ム ， 2m M E D T AくpH
7．01に溶解 し， 一 晩透析 を行 い ， その 透析液 を酵素標
品と した． 一 部の実験 で は， こ の 粗酵素標品 をさ ら に
5m M リン酸 カリ ウム ， 2 m M E D T AくpH 7．Ol で 平
衡さ せ た 2．6X40c m の DE A Eセ ル ロ ー ズ カ ラ ム で，
O ノ ー0．3 M塩化 ナ トリ ウ ム 直線勾配緩衝液 に て 溶出
し， アイ ソ ザイ ム を分離 した ．
2 ． cyclic A M P依存性蛋白リ ン 酸化酵素活性の測
定
cyclic A M P依存性蛋白リ ン 酸化酵素活性の測定 は
Ku oら7Iの 方法 に よ り行 っ た ． 標 準 の 反 応溶液 は 50
m M 酢酸ナ トリ ウム 緩衝液くpH 6．01， 5 m M 酢酸 マ グ
ネ シ ウム ， 5 m M フ ツ化ナ トリ ウム ， 0．1m M E G T A，
0．1 m M r
3 2P．A T Pく20，000cpmln mol ， 2 m M テ オ
フ イ リ ン ， 2m glmi 子牛胸線 ヒ ス ト ン ， 2．5jLM cyclic
A M Pの 存在 また は非存在下 に 酵素標品 を加 えて総量
200〆l と した． 30
0
Cで 30分間反応 さ せ た 後， 4 mlの
5％ト リク ロ ー ル 酢酸くT C Aう， 0．25％タ ン グ ス テ ン 酸
ナ トリ ウム くNa2 W OJ 液くpH 2．0う を加え て反 応 を
とめ た． 3000rpm ， 10分間で遠心 した沈瘡 を 1 N水酸
化ナ トリ ウム くNaO H10． 1 ml で溶解 し， 再び T C A，
Na2 W O4液 を加 え， 1．2 N硫酸 0．1 ml を加え た， 3000
rpm で 10分間遠心し， こ の 操作 を も う 一 度 く り か え
したあ と， 沈漆 を 1N NaOH 50JLl で溶解 し，10 mlの
シ ン ナ レ 一 夕 ー 溶液く7％ トル エ ン ，30％ トリ ト ン X－
in osin e3，， 5
，
－ m O n Ophosphatei CyClic U M P，
CyClic A M P， N
6
－2，． 0－dibutyryl aden osin e
100の 混 液 11中 に 4 g の P P O， 0．1 g の P O P O Pを含
むl を加 え， 液体 シ ン チ レ ー シ ョ ンカ ウ ン タ ー くPacka．
rd， M ode1 33851 に て測定し た． 活性 は pm oles pi
in c o rpo ratedlJJg Pr Otein o rtubelmin で 示 した． な
お 反応溶液中に 2－5JJM ない し 5JLM cyclic A M Pを
加え た時の 活性 を総括性 と し， CyClic A M P を加えな
い 時の 活性と の 差 を cyclic A M P依存性蛋白リ ン酸化
酵素活性 と表現 し た． 蛋 白量 は Lo w ry 法81に よ り測定
した．





p－A T P は Am e rsha mSe a rle 礼 子 牛胸線 ヒス
ト ン は Sigm a社， D E A Eセ ル ロ ー ズ は W hatm a n社
か ら得た．
成 績
1 ． 酵素清性測定条件の 検討
い 酵 素 量
酵素量 をか え て 蛋白リ ン 酸化酵素活性 を測定する と
く図1j， CyClic A M P 添加 に よ る蛋 白リ ン酸化酵素総
括性 は 30FEg ま で， CyClic A M P非添加時の 活性は60
月g ま で 活性は 直線的 に 上 昇 し た． 従 っ て 以 下の 実験
で は蛋 白 リ ン 酸化酵素活性 の 測定 に 10へ 30声gの 蛋



















Fig． 1． T he effe ct of e n zym e c o n c entratio n o n
pr otein kin a se activity．
Protein kin a se activity w a s m e a su r ed in the
abs enc eく中 一 書l o rpr es e n c eく0
－ 0lof 2．5JLM
CyClic A M P． In c ubatio n c o nditio n s w ere as
de s c ribed in the te xt， e X C eptfo rthe v a riatio nin










－ m O n Ophosphatei E D T A， ethyle n edia min
．
etetr a ac etic acidi E G T A， ethyle n eglyc ol bis く伊 a minoethyletherト N， N
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イヌ 心筋 cyclic A M P依存性蛋白リ ン酸化酵素の 酵素学的性質
2 う 反応時間
蛋白リ ン 酸化酵素活性 を時間を追 っ て 調 べ た成績を
図2に 示 す■ CyClic A M P を加え な い 場合 も， 加えた
場合も ヒ ス ト ン の リ ン 酸化は 50分 ま で ほ ぼ直線的 に
増加す る こ とが 示 され た． 従 っ て ， 以 後の 実験 で は反
応時間は 15分また は 30分に 設 定し た．
3う至 適 pH
蛋白リ ン酸化酵素活性 に 対す る pR の 影響を調 べ た
成績を図3 に 示 す． リ ン 酸緩衝液 に 比 べ 酢酸緩衝液の
方が 高い 酵素活性 を 示 し た． 両 横 衝液 と も cyclic
Fig．2． T he effect of in cubation tim e o npr otein
kin a se a ctivity．
Pr otein kin a se a ctivity w a s m e a s u r ed in the
absenc eく中 一 書l orpre s en c eく0 － 0l of 2．5FLM
cyclic A M P． In c ubatio n c o nditio n s w e re a s
de sc ribed in the te xt， eX C eptfo rthe v a riatio nin
in c ubatio ntim e． T he am o u nt of e n zym e u sed
W aS20ノJg．
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A M Pの 存在下 で 酵素活性 は約3借上昇 した． 至 適 pH
は 6－ 1 7 で あ っ た ．
2 ． 基質お よ び effe cto rの 濃度と酵素活性
1 I ヒ ス ト ン
基質で ある ヒ ス ト ン の 濃度をか えて蛋白リ ン酸化酵
素活性 を測定 した成績を図 4 に示 す． ヒ ス ト ン濃度が
0．4 m gノmi ま で は 蛋白 リ ン 酸化酵素総活性， CyClic
A M P非添加時晴性 はと も に 上 昇 した が， それ 以 上 の
濃度で は総活性 は減少 した． halfm a xim alpho spho－
rylatio nか ら計算 した km 値は 100FLglml で， CyClic
AMP の 有 無 で 差 を 認 め な か っ た ． ま た Vm a xは
cyclic A M P添加時11．4 pm oles PiIJLg prOteinJ30
分， 非添加時2． 1pm oles PilJLg prOtein130 分で あり，
cyclic A M P添加に より酵素と基質の 親和性は変化せ
Fig． 3， T he effe ctofpH o npr otein kin a s e a ctivity．
Pr otein k ina s e a ctivity w a s m e a sured in the
abs en c eく書 一 争l o rpres enc eく0 － 0l of 5JLM
cyclic A M Pu sing 50 m M s odiu m a c etate in
in c ubatio n mixtu r e a nd in the abs e n c eくb M llo r
pre s en ceくロ ー 呵 of5JLM cyclic A M Pu sing 50
m M pota ssihm pho sphateinin cubatio n mixtu re．
In c ubatio n c o ndtio n s w er asdes cribed in the
te xt
，
e X C eptfo rthe v a riatio n inpH of 50m M
sodiu m ac etate a nd pota ssiu m pho sphate． T he





s c 。nSta nt三 P O P O P，1，4－bis仁2－ く4， m ethyl
－5－ Phenylox a z oylコben z en eニ P P O，
2， 5，diphe nylox azole三 R， regulatory s ubu nit of protein kin as ei R C， holoe n zym e of p
r otein
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Histo r■くmgノm り
Fig．4． T he effe ct of histo n e c o n c e ntr atio n o n
protein kin a se a ctivity．
Pr otein kin a s e a ctivity w a s m ea s u r ed in the
abse n c eく■ － ■J or pr es e n c eく0 － 0l of 2．5JLM
CyClic A M P． In c ubatio n c o nditio n s w er e a s
des c ribed in the te xt， e X C eptfo rthe v a riatio nin
a m o u nt of cyclic A M P a s indicated． T he


















ず， 約 5倍の V m a xの 増大が み ら れ た．
2う ア デ ノ シ ン 三 リ ン 酸 くA T Pう
図5 は， A T Pの 濃度を か えて くbotA T Pは d 定で
c old AT Pを か えて 調整1 蛋白 リ ン 酸化酵素活性 を調
べ た成績で ， A T Pの 濃度 を高め る こ と に よ り， 蛋白リ
ン酸化酵素の 総括 性， CyClic AM P非添加時活性とも
Fig． 5． T he effe ct of A T Pc o n c e ntr ation on
pr otein kin a s ea ctivity．
Vario us A T Pc o n c entratio n s w er epr epa red by
the ad dito n of c old A T P． Protein kin ase
a ctivity w a s m e a s u r ed in the abs enc eく中 一叫 or
pre s en c eく0 －Olof 2．5FEM cyclic A M P－ In c ub－
atio n c o ndition s wer e a sdes cribed in the text，
exc eptfo rthe v a riatio nin a m o u nt of A TP a s
indic ated． Km v alu efo rA T Pw a s c alculated by
do uble r ec lpr O C al plot a s sho w nin t he in set．
T he a m o u nt of e n zym e u s ed w a s18JLg－
Fig． 6． T he effect of v a rio u sdiv ale nt c atio n s o n
pr otein kin a se a ctivity．
Pr otein kin a s e a ctivity w as m e a s u r ed in the
abs e n c eくc r os shatched ba rsI o r pr es en c eくplain
ba rsl of 2．5FLM cyclic AM P． Incubatio n c o ndi－
tio n s w er e a sde c ribedin the te xt， e X C eptforl
a nd lOm M c o n c entratio n of v a rio u sdivale nt
c atio n s a sin dic ated． T he a m o u nt of e n zym e









イ ヌ 心筋 cyclic A M P依存性蛋白リ ン酸化酵素の 酵素学的性質
に 増加を示 し， 約 100月M で プ ラ ト
ー に 達 した． do u－
ble re cipr o c al plot による と その km 値 は20JLM で ，
cyclic A MP の 有無で 差 を認め な か っ た ． Vm a xは
cyclic AM P添加時3 2pm ole s PiJJLg Pr OteinJ
1
30 分，
非添加時 10pm oles PilJLg pr Oteinノ30分 と cyclic
AM P添加 に よ り約 3倍 の 増大が み ら れ た■
Fig． 7． The effe ct of m agn esiu m c o n c entr atio n o n
protein kin a s e a ctivity．
Pr otein kin a se a ctivity w a s m e a su r ed in the
abs en ceく中 一 中l or pr es en ceく0 － 0l of 2．5JLM
cyclic A MP． In c ubatio n c o nditions w e re a s
desc ribed in the te xt， e X C eptfor the v ariatio nin
a m o u nt of m agn e siu m a sindic ated． K m v alu e
for m agn esiu m w a s calc ulated bydo uble re cipro
－
c alplot a s show nin thein set． T he am o u nt of
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3 Iマ グネ シ ウ ム
蛋 白リ ン酸 化酵素はその 病性 に 二 価の 陽イ オ ン を必
要と す る
． 図6 に 示 すよ う に 1 XlO－2M で は マ グネ シ
ウ ム で 活性が最 も高く， コ バ ル トで は 1 XlO
－ 3M で最
も 有効で あ っ た ． マ グ ネ シ ウム の 濃度 をか えて 蛋 白リ
ン酸化酵素活性 を測定し た成績 を図 7に 示 す． マ グ ネ
シ ウム に 対す る km 値は 0．7 m M で ， CyClic A M Pの
有無 で ほと ん ど差 を認め なか っ た ．
4l cyclic A M P
cyclic A M Pの 濃度をか えて蛋 白リ ン酸化酵素活性
を測定 した成績を図8 に 示 す． cyclic A M Pに よ る蛋
Fig．8． T he effe ctofcyclic A M Pc o n c entration on
pr otein kin a s e a ctivity．
In c ubatio n c o nditions w er e a sdes cribed in the
te xt， e X CePtforthe v a riatio nin a m o u ntofcyclic
A MP a sindic ated． Km v alu efo r cyclic A M P
w as c alc ulated by do uble recipr o c al plot a s
sho w nin the ins et． T he am o u nt ofe n zym e u sed
W a S15声g．
Fig． 9． T he effe ct of v a rio u s cyclic n u cle otide
c o n c e ntr ation on protein kin a se a ctivity．
In c ubation c o nditio n s a sde sc ribed in the te xt，
e x ceptfo rthe v a riatio nin the am ou ntofv ario u s
cyclic n u cle otides a sfollo w si
中 一曲 ， CyClic
A M PくcA M Plニ 0 － 0 ， CyClic I M PくCIMPlニ A
一ム ， dibutyryl cyclic A M PくdibcA MPト ム － A ，
cyclic G M PくCG M Pli n ト
ー
ー ， CyClic U M P
くCU M Plこ 口 M口 ， CyClic C M PくcC M Pl－ T he
a m o u nt ofe n zym e used w a s20Jlg．
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白 リ ン 酸 化酵素活性の 上 昇は 5 X lO疇 8M で み ら れ ，
5 XlO
－ 6M で約 8 倍 の 活性 上 昇 を 示 し た ． do uble
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あ っ た ．
5 1cyclic A M P 以外の ヌ ク レ オ シ ド
各種 ヌ ク レ オ シ ドの 蛋白 リ ン 酸化酵素活性 に 与える
影響 を cyclic A M Pの 効果 と 比較 し た く図 9 1． cyclic
A M P は 5XlO
－ 8M で 蛋白 リ ン 酸化酵素活性 を3倍に
上 昇さ せ， 最大 効果 を示 した． 次い で cyclic A MP が
有効 で ， dibutyryl cyclic A M P， CyClic G M P， CyClic
U M P， CyClic C M P で は酵素活性の 賦 括 に 5 xlO
－ 8M
と い う 高濃度 を要し， あ ま り効果が な か っ た ．
6ン 基 質特異性
ヒ ス トン 以外 に 基質と な る プ ロ タ ミ ン ， カ ゼイ ン ，
アル ブ ミ ン を用 い て 蛋白リ ン酸化酵素活性 を測定した
成績を図10に 示 す． ヒ ス ト ン で は cyclic A M Pの 添加
Fig．10． T he effe ct ofv a rio u s substr ate s o nprotein
kin a s e a ctivity．
Pr otein kin a se a ctivity w a s m e a s u r ed in the
abs en c eくc ro s shatched ba rsJ o r pr es e n c eくplain
ba r sI of 2．5JLM cyclic A M P． In c ubation c o n－
ditio n s w er a sde scribed in thete xt， eX C eptfor
the c o n c entr atio n of s ubstr ate s a sindic ated．













Fig．11． D E A E－ Cellulo s e c olu m n chr o m atogr aphy ofthe doghe a rt pr ote
in kin a se．
D E A E－C ellul。Se C Olu m nく2．6X 40 c ml w a spr e vio u sly equilibr ated with 5m M pota s sium
pho sphateくpH 7．01c o ntaining2m M E D T Aa nd 500m g ofpartially pu rifiedprotein k
in a se
preparatio n s w er e ap plied． A fter w a shing the c olu m
n with 200rnl ofthe sam ebuffe r，
protein kin a se a ctivity w a s eluted with alin e a rg
radie nt of OtoO－3 M NaClat aflo w r ate
of 30ml perho ur in 20ml fr a ctio n s． A fte rdialysIS again st the bu
ffer， prOtein kin a s e
a ctivity ofe ach fra ctio n w a s a s sayed inthe abse n c eく．
－ ．lo rpr e sen c eく0 － 0lof 2．5FLM
cyclic A M Pa nd cyclic A M P bindingくム
ー ム， w a s m e a sured by the m ethod of Gilm an
9l
．
Pr 。tein co n c e ntr atio n 卜1 w a sm o niter ed by abs o rba n c e of optic al de n sity at 280 mJJ 一
イ ヌ 心筋 CyClic A M P依存性蛋白 リ ン酸 化酵素の 酵素学的性質
によ り6倍の 活性増加が認め られ たが ， プ ロ タ ミ ン で
は1．5倍 と cyclic A M Pに よ る 活性増加 に 菱 を認 め
た． 酵素標品 の みの 対照 と比 べ て， カ ゼイ ン ， ア ル ブ
ミ ン を基質とし て加 えて も ほと ん どリ ン酸化の 増加 は
なく， カ ゼイ ン ， ア ル ブ ミ ン はリ ン酸化 をう けな か っ
たもの と考 えられ た．
3 ． 蛋白 リ ン酸化酵素 の アイ ソ ザイ ム パ タ
ー ン
酵素標晶の アイ ソ ザイ ム パ タ
ー ン を知 る ため に 行 っ
た D E A Eセ ル ロ
ー ズ カ ラ ム ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー の 溶
出パ タ p ン を図 11 に示 す． イ ヌ 心 筋 cyclic AM P依存
性蛋白リ ン 酸化酵素は ほと ん ど0． 卜 O t2 Mの 高
い 塩
濃度の 部分 に 溶出 し て お り， そ の ア イ ソ ザ イ ム は
corbin ら
6切 い う タイ プIIで あ っ た 一 蛋 白リ ン酸化酵
素は cyclic A M Pに よ っ て 約3倍の 活性上昇 を示 し，
その ピ ー ク は cyclic A M P結合能と
一 致 した ． な お
DE A Eセ ル ロ 山 ズ カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー で 分離
したタイ プ工I アイソ ザイ ム の 酵素学的性質は粗酵素標
品の それ と同 一 で あ っ た ．
考 察
cyclicA M P依存性蛋白リ ン 酸化酵素 は， Walsh
ら
1 0，に よ り ウサ ギ骨格筋に 見い 出 され て 以 来， CyClic
A M Pの 標的酵素と して 広く 動物組織 に 存在す る こ と
が証明さ れて き た． そ して ， CyClic A MP の 多彩な作
用が こ の 酵素の 活性化 を通 じて 行わ れ る反面， こ の酵
素自体に は臓器 特異 性， 種特異性 が乏 し い こ とが知 ら
れて い る ． 表1 に示 す如く ， 著者らが 測定 した ラ ッ ト
ぉよ び ヒ トの 心 筋蛋 白リ ン 酸化酵素とイ ヌ 心筋蛋 白リ




ま た cyclic AM Pに 対す る み か けの km 値
は0．7 へ 3．OXlO－8M で cyclic A M P の 平均組織内濃
度で ある 1 XlO－6M 瑚 に 比 し 1ハ00低 い 値 で あ っ た ．
Table l ． Co mparis on o n e n zym epr ope rties of
Effe cto r a nds ubstr ate
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従 っ て 細胞内に 均等 に cyclic AMP が 分布す ると す る
と， 心筋蛋白 リ ン酸化酵素は cyclic AM Pに よ り飽和
され ， CyClic A M Pに よ る調節が お こりに く い と考 え
ら れる
．
しか し実際に は cyclic A M P と 蛋白リ ン酸化
酵素の 細胞内の 分布は局 在して お り， CyClic A M Pに
よ る調 節が なさ れ て い ると考 えられ る 川 ． A T P， マ グ
ネ シ ウ ム ， ヒ ス トン に 対す る km 債 は cyclic A M P の
有無で差 を認 めな か っ た ． こ の こ と は cyclic A M P依
存性お よ び cyclic A M P非添加時の 蛋白リ ン酸化酵素
の 構造お よ び機能 は変らな い こ とが 示唆され る． また
D E A Eセ ル ロ ー ズカ ラ ム ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー の 溶出
パ タ ー ン く図 111 に み られ る ごと く， 両活性 は同じ位
置に溶出して い る． 従 っ て cyclic A M P非添加時の活
性化 は RC－う R＋ C の解離が反 応液中の ヒ ス ト ン に よ
り生ずる た めと考 えられ る．
Ku oら1 51は ヒ ス ト ン以 外に プ ロ タ ミ ン， カゼ イ ン な
どを基質に 用 い て種々 の臓器か ら抽出した蛋 白リ ン 酸
化酵素に よ る リ ン酸化を調 べ た ． それ に よる と R Cの
解離の 程度は ヒ ス トン ン プ ロ タミ ン ン カ ゼ イ ン の 順で
あ り， CyClic A MP に よ る反応の 促進は ヒ ス ト ン で は
10倍， プ ロ タ ミ ン で は 1 へ 4 倍で あるの に 対 して ，． カ
ゼイ ン基 質で は認め られ なか っ た として い る ． 本実験
でイ ヌ 心 筋蛋白リ ン酸化酵素に お い て も同様の 結果 が
得ら れ た． Ku oら 川 は カ ゼ イ ン で も濃 度を あ げ る と
cyclic A M P添加 に よる リ ン 酸の 促進が みら れ たと し
て い るの で ， イ ヌ心 筋の 蛋白リ ン酸化酵素 に つ い ても
同様の こと がお こ る可能性は ある． ま た基質 に よ っ て
cyclic A M P添加に よ る活性増加に 差があ るの は基質
自体が RC っ R十C の 解離 に作用 し， か つ その 程度が
異な るた め に と思 わ れ る．
一 方， CyClic A M P依存性蛋白リ ン酸化酵素に は ア
イ ソ ザイ ム が 存在し， D E A Eセ ル ロ
ー ズカ ラ ム ク ロ マ
myo c ardialpr otein kin a sein rat， dog a nd hu m an
Km v alu e

















Km v alu esfor A T P， m agn e Siu m and histo n e w er m e as u red
in










4 ．0 くX lO．5M j
2．0 くX lO－3M1
2 ．0 くXlOr3M ナ
110く声gノml1
50く声gノmり
the s ubse n c eト cAM Pl or pr es e n c e
444 坂
ト グラ フ イ ー で 低イ オ ン 強度 で 溶出す るタ イ プ 工と 強
イ オ ン 強度で 溶出す る タイ プ王王に 分離 され ， 種 々 の 性
質が異な る こ と が 判明 して い る引 ． ま た アイ ソ ザ イ ム
の 分布は動物種差， 組織に お け る差が知 られ て お り，
動物心 に お い て は マ ウ ス ， ラ ッ トの アイ ソ ザイ ム 分布
は工 が優位 で， ネ コ ， ウサ ギ， イ ヌ ， ブ タ， ウ シ ， ヒ
ト で は王I が優位 で ある6梱 ． Co rbin ら引 は心 筋蛋 白リ ン
酸化酵素 アイ ソ ザイ ム の 工， I工の 性質の 差異に つ き ，
l，II は分子 量 は等 しく ， ヒ ス トン に よる s ubu nit へ の
解離くR C－ R十 Cン は 王 で速く ，L工I で緩徐で あ るが ，
エ ビネプ リ ン に よ る蛋 白リ ン 酸化酵素 の活性化 反応 は
アイ ソ ザイ ム に よ り差は な い と述 べ て い る ．
ま た骨格筋 に お い て筋収縮速度の速 い 白筋で は 工が
多く， 筋収縮速度の遅 い 赤筋 で は工1 が多い こ とが知 ら
れ て い る1 711 8I． こ の赤筋， 白筋 の生理 的特性 と蛋 白リ ン
酸化酵素 アイ ソ ザイ ム の 機能的意義 を関連 づ けて み る
と興味深 い ． す なわ ち 工が優位 であ る ラ ッ ト マ ウス
な どの小 動物 で は心 拍数も多く，心 筋収縮速度 が速く ，
ミ オ シ ン AT Pa se活性 は高 く， ミ オ シ ン A T Pa s eの
特性 も白筋的で あ る． 大動物 に な る に つ れ ， 心拍数お
よ び心 筋収縮速度は遅く な り， ミ オ シ ン A T Pase活性
も 低く なり ， ミ オ シ ン A T Pas e特性も赤筋型 に な る．
こ の よう に 心 筋の 蛋白 リ ン 酸化酵素ア イ ソ ザイ ム の 生
理 的機能も赤筋， 白筋的機能 と何 ら か 関連 した も の と
推量 さ れ， ま た アイ ソ ザ イ ム 工 が 基質 に よ り R C－ ヰ
R十 C がお こ りや す い と す れ ば， CyClic A M Pに よる 調
節は工 の 多い 白筋で は王1の 多い 赤筋に 比 して 相対的に
弱い こ とが 推定され る ．
以 上 の よ う に イ ヌ 心 筋蛋白リ ン 酸化酵素の 酵素学的
性質な らび に アイ ソザ イ ム 分布 は大動物心 ， 特 に ヒ ト
心筋と類似 し， CyClic A M P を介す る ホ ル モ ン の モ デ
ル 実験 と してイ ヌ を用 い る こ と は適切と考 え られ た．
結 論
イ ヌ 心 筋 cyclic A M P依存性 蛋白 リ ン 酸化酵素の 酵
素学的性質 を検討 した．
1 ． 蛋白 リ ン酸化酵素活性に 対す る リ ン 酸カ リ ウム
お よ び 酢酸 ナ ト リ ウ ム 緩衝液の 至 適 pH は 6へ 7 で
あ っ た ． 括性 に は 二 価の 金属イ オ ン を必 要と し， 1 X
lO
－ 2M で は マ グネ シ ウム ， コ バ ル ト， マ ン ガ ン の 順 に
有効 で あ っ た ． マ グ ネ シ ウ ム に 対 す る km 値 は 0．7
m M で ， CyClic A M Pの 添加の 有無で差 を認 めな か っ
た ．
2 ． ヒ ス ト ン の リ ン酸化に 対 す る cyclic A M Pの み
か けの km 億 は30nM で ， 5 X lO
－
8M で 3倍 の酵素活
性の上 昇が み られた の に 対 し， CyClic A M P 以外の他
の ヌ ク レ オ シ ド は 5 XlO
q 6M でcyclic AMP に 近 い
活性を 示 した ．
3 ． 基質で あ る ヒ ス ト ン， A T Pの km 値 は それ ぞ
れ 100p glml， 20JLM で ， CyClic A M Pの 添加の有無
で 差 を認め な か っ た ． ヒ ス ト ン以 外の 基質とし てプ ロ
タ ミ ン を使用 し た場合 に は cyclic A M P添加時の 活性
上昇 は ヒ ス トン の 1ノ4 で あ り， カ ゼイ ン ， ア ル ブミ ン
で は ほ とん ど基 質と して の リ ン 酸化 を認め な か っ た ．
4 ． D E A Eセ ル ロ ー ズ カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー
に よ る アイ ソ ザイ ム の 分離に お い て イ ヌ 心 筋蛋白リ ン
酸化酵素は高い 塩濃度で 溶出 し， アイ ソ ザイ ム タイ プ
IIを示 した ．
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Abstract
T he pr ese nt study w a spu rsued to e x a min ethe e n zym
e propertie s of m yo c ardial cyclic





－ m O n OPho sphateくcyclic A M PJdepe nde nt pr otein kin a s ein thedogheart－ T he
protein kin a s e w a s a ss ayed o nt he pa rtially pu rified pr epa r atio n sくdialyz ed a m m oniu m sulfate
fr actio n sJof t he2 9，0 0 0xg supe rn at ntof the myo c a rdial ho m oge n ate － T he optim u mpH to thd
pr otein kin ase a ctivity w asbetw e e n6 a nd 7． T he div ale nt c ati
on w as r equir ed fo rthepr otein
446 坂 井
kinas e a ctivity a nd m agn e siu m w a s m o st effe ctiv efo rthe pr otein
kin a s e a ctivity． T he K m v alu e
for m agn e siu m w as O．7 m M with o r witho ut cyclic A M P－ T
he pr otein kin a s e w a s a ctiv ated
t hr e efold by 5 X l O
－8
M cyclic A MP a nd t he ap pa rent Km Valu efo r cyclic A M
P w as 3 0nM ．
o t he r cyclic n u cle otide s sho w ed a simila r effe ct at l
ea st at 5 Xl O
－6M ． T he K m Valu efo r ade no－
sin e tripho spate w as2 0pM with o r witho ut cyc
lic A M P． H isto ne w as m o r epho spho rylated
tha n pr ota min e． W he n D E A Ec ellulo s
e c olu m n chr o m atography w asperfo r m ed wit halin e ar
gradie nt of O to O ．3 M NaCl， the m
ain pe ak ofthe protein kin a s e w a s elute
d betw e e nO．1 a nd
o．2 M， Which is referr ed to asty pe H is o zym e． T h
ese re s ults delin e ate that the cyclic A M P
depe nde ntprotein kin a se in the dog he a rt s
ho w ed simila rpr ope rtie sto tho s e ofv a rio u s m a m
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